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I 
摘要 
双组分系统 TCS 包括组氨酸激酶 HK 和应答调节蛋白 RR，是细菌应答外界
环境如温度、养分、氧气浓度和压力等变化的主要调节系统，它主要是通过调节
细菌特异性的基因表达来应对变化多端的环境。TCS 在动物和人类中还未发现，
所以针对抗药性致病菌的 TCS 成了非常有潜力的药物靶点。 




HAMP、PAS、DHp 和 CA 结构域。而 VicR 就是应答调节蛋白，它可以被 VicK
磷酸化而激活，从而对下游的 DNA 转录进行调控。 
本文所采用的是导致龋齿的变异链球菌中的 VicRK 系统，通过已解出的




检测 VicK 突变体与野生型 WT 之间的激酶活性。本文一共做了 8 个 VicK 突变
体，其中激酶活性相对与 WT 来说有明显减弱的突变为 VS212AA/P222A 和
VS212AA/TP221AA，而这两个突变体在 DHp 螺旋松散区二级结构预测中的螺旋
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Abstract 
Two component system (TCS) including Histidine Kinase (HK) and Response 
Regulator (RR) is the major regulation system in bacteria which regulates specific 
gene expression in response to environmental changes, such as temperature, nutrition, 
oxygen and tension. TCS has not been found in animals and human beings, which 
makes it an ideal target for antibiotic development. 
VicRK TCS is essential for many gram positive filmicute bacteria. VicRK TCS 
plays an important role in cell wall metabolism, virulence factors controlling, osmotic 
pressure regulation and biofilm formation. The histidine kinase VicK has three 
enzymatic acitivities: kinase, phosphotransferase and phosphatase. VicK have six 
parts, including a short periplasmic N terminal tail, transmembrane domain, HAMP, 
PAS, DHp and CA. The response regulator VicR is activated upon phosphorylation 
by VicK to bind promoter regions of genes and in turn regulates their transcriptions.  
Here I found that the DHp domain of VicK has a flexible helix, which is very 
conserved in many HKs. I therefore hypothesized that this region may be very 
important for VicK’s kinase activity. I replaced several important amino acids through 
Quikchange mutagenesis method to change the helicity of this region. I then 
performed the kinase assays of among VicK wt and mutants using gamma 35P-ATP 
and fluorescence. I found that VS212AA/P222A and VS212AA/TP221AA mutants 
dramatically decrease the kinase activity of VicK when compared to the wt. The 
helical analyses of these two mutants indicate that both DHp domains become less 
flexible. In conclusion, my experimental data support that the flexibility of DHp 
domain is important for kinase activity of HK. Thus the DHp domain may be a 
potential target for new antibiotic designs. 
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1 前言 
1.1 双组分系统 TCS 















药性的菌，所以来找出 TCS 的抑制剂在最近的几年成了非常热门的研究方向。 
细胞中的有些 TCS 是细胞生长所必需的，如表 1-1 所示： 
 
表 1-1: 细胞生长必须的 TCS[6] 
Table 1-1: Essential TCS for cell growth 
Strains Essential TCS(HK-RR) 
Caulobacter crescentus CB15 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv 
Helicobacter pylori 26695 
Bacillus subtilis 168 
Enterococcus feacalis V583 
Streptococcus pneumoniae R6 





















通过增加 DHp 结构域的螺旋度干扰变异链球菌 VicK 激酶活性的研究 
2 
针对这一系列细胞生长必须的 TCS 的药物可以直接影响细菌的生长，其中
的 YycG-YycF 作为多种菌种生长所必需的 TCS，被认为是对一些抗药性菌如耐
甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）、耐万古霉素肠球菌（VRE）等病原菌的有
效药物靶点[7]。对于另一些 TCS，虽然不是细胞生长所必需的，但它们却影响着
细胞的毒力因素，最近发现的小分子化合物 LE209 能够有效抑制 QseC-QseB 中
的组氨酸激酶 QseC 的磷酸化活性，从而抑制由 QseC 介导的毒力因子的表达[6]。 
1.1.2 TCS 结构 
TCS 包括具有可被磷酸化的组氨酸且能感受外界信号的组氨酸激酶
（Histidine Kinase，HK）和与 DNA 结合的转录因子应答调节蛋白（Response 
Regulator，RR）。虽然有些菌种中有多达 200 种 TCSs，但不同的 HK 都有特异
的一种或两种 RR 与其对应，大都分的 HK 只有一种 RR 与之对应。最近的研究
发现，不同的 TCS 之间可以进行交叉对话（cross-talk），即一对 HK-RR 的 HK
除了可以磷酸化与其配对的 RR，在一定情况下也可以对其他的 RR 进行磷酸化。
如在大肠杆菌中，PhoR-PhoB 和 VanS-VanR 是两组不同的 TCS，其中的 PhoR 和
VanS 是 HK，当体内 vanS 基因缺失时，PhoR 不仅能磷酸化 PhoB 而且还能磷酸
化 VanR[8]。 




跨膜区 TM（Transmembrane domain），大多数的 HK 都有跨膜区，它可以直接感
应外界的信号并将其传递到胞内，从而引起一系列的反应。 
胞内的传感区域可以感受主要包括 PAS（PER，ARNT，SIM）、GAF
（c-GMP-specific and c-GMP-stimulated phosphodiesterases，Anabaena Adenylate 
cyclases and Escherichia coli FhlA）、HAMP 等结构域（for Histidine kinases，





















在 C 端是 HK 的催化活性中心，主要包括 DHp（Dimerization and Histidine 
Phosphotransfer）和 CA（Catalytic and ATP-binding）结构域。DHp 结构域中有
非常保守的可以被磷酸化的组氨酸位点，CA 结构域具有催化活性，具有 ATP 结
合位点，能够将 ATP 的磷酸基团转移到组氨酸上[15]。CA 结构域具有非常保守的
N、G1、F、G2 基序[16]。 
 
表 1-2 TCS 常见胞内元件分布[13] 
Table 1-2 The occurrence of the common cytoplasmic elements in TCS 














大都分的 RR 由两部分构成，即 N 端的接收器结构域 REC（receiver domain）
和 C 端的效应器结构域（effector domain）。在调节结构域中有保守的天冬氨酸残
基，可以被 HK 磷酸化，激活 RR，将信号传递给效应结构域，从而产生一系列
反应，大部分是通过影响基因的转录来调节基因的表达水平。根据 RR 的 C 端效
应结构域在序列上的同源性，可以分成 OmpR、NarL、NtrC 这三个亚家族，分
别以这几个家族的典型代表来命名的[16]。 
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酸化和反式自磷酸化，随后组氨酸上的高能磷酸基团利用转磷酸化酶活性转移到
RR 特定的天冬氨酸残基上（图 1-1，c-e），使得 RR 产生一系列构象的变化从而
对相应的基因产生调控。当然有些 HK 和 RR 中间会有一个或多个转移磷酸基的





图 1-1 组氨酸激酶催化作用图[15] 
Fig 1-1 Schemetic diagram of histidine kinase catalytic activities 
 
1.2 双组分系统 VicK-VicR 
1.2.1 VicK-VicR 发现及分布 
VicRK 双组分系统广泛存在于低 G-C 含量的革兰氏阳性菌中，被人们认为
是很有潜力的抗细菌侵入的治疗方法和药物靶点[17]。VicRK 与 YycFG 是同源物，
只是在不同的菌种中的命名不同。VicRK 信号转导系统首先在枯草芽孢杆菌



















的毒力（virulence）有关，所以被命名为 VicRK，其中的 VicK 是 HK，VicR 是
RR[24]。也有研究表明 VicRK 与细菌的细胞壁形成有很大的关系，所以又被称做
WalRK [25]. 
1.2.2 VicK-VicR 的功能 
虽然 VicRK 在不同的菌种分布结构上也有一定的差异，但是它们的功能却
很相似。根据诸多研究表明，VicRK 主要有以下几种功能： 





































    VicRK 在化脓性链球菌中发现，vicR 缺失突变可以增加编码转移渗透压保
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